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論文内容要旨
 膵ランゲルハンス島(ラ島)β細胞の機能はグルコースに応答してインスリンを分泌すること
 である。このグルコース刺激によるインスリン分泌には,グルコース代謝によって生じたATP
 の上昇と細胞内Ca2↓濃度の上昇が関与していることが知られていた。1993年,Takasawaらに
 より①cADPRによってラ島小胞体からCa2+放出が引き起こされること,②cADPRをラ島内
 へ導入するとインスリン分泌が起こること,さらに③グルコース刺激によって,NAD+から
 cyclicADP-ribose(cADPR)が生じる可能性が示され,cADPRがラ島β細胞のインスリン分
 泌のためのCa2+動員のセカンドメッセンジャーである可能性が考えられるようになった。本研
 究では,[1]NAD+からcADPRを合成する酵素と,cADPRをADP-ribose(ADPR)に分解
 する酵素の実態が,ヒトリンパ球表面マーカーの一つとされてきたCD38であることを明らかに
 した。さらに,[2]CD38のcADPR分解活性が,ATP(1～10mM)によって濃度依存的に抑
 制されることを明らかにした。また[3]実際に,CD38のラットのカウンターパートをクロー
 ニングして,その構造を初めて明らかにすると同時に,そのmRNAが膵ラ島で確かに発現して
 いることを示した。
 以上の結果より,グルコース刺激により膵ランゲルハンス島内のATPの濃度が上昇し,この
 ATPがCD38のcADPR-hydrolaseの活性を抑制すること。そしてその結果,相対的に上昇した
 cADPRが細胞内小胞体からのCa2+の動員を介して,インスリン分泌を引き起こすものと考え
 られた。
 【方法と結果翌
 (1)ごく最近になりcADPR合成酵素がアメフラシ卵精巣から,分子量約29kDaの可溶性の蛋
 白として単離され,その一次構造が明らかとなった。そのアミノ酸配列は,従来機能が全く不明
 とされていたヒトリンパ球表面マーカーの一つであるCD38と高い相同性を示すことが報告され
 た。そこでヒトインスリノーマからRT-PCR法によってヒトCD38の蛋白コード域の全てを含
 むcDNAを単離した。(2)このcDNAをプローブにして,ラットのCD38cDNAを,ラット膵ラ
 島cDNAライブラリーから単離しその構造を初めて明らかにした。(3)その結果,ヒトとアメフ
 ラシの間で保存されていた10個のシステイン残基がラットでも完全に保存されており,これら
 がこのラット蛋白の立体構造さらには機能発現に重要であると考えられた。(4)また,ラット
 cDNAをプローブにして,ノーザン法を行ったところ,膵ラ島,肝臓,脾臓,小脳,腸管等様々
 な組織で発現が認められた。(5)ヒトCD38cDNAを発現プラスミド(pSV2)のSV40プロモー
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 ターの下流に挿入し,エレクトロポレーション法でCOS-7細胞に導入して発現させた。その結
 果,CD38が主として細胞膜画分に発現していることがウェスタン法で確認された。(6)この膜画
 分をNAD+とインキュベートし,反応産物をHPLCで分析するとNAD+量の減少と,ADPR
 とcADPRの生成が認められた。このcADPR生成量は始めは上昇するが,反応開始から10分
 をピークとして逆に減少し,最終的には,NAD+の減少量とstoichiometricにADPR量が増加
 した。〔7)そこで今度はcADPRを基質にして,膜画分を反応させると,ADPRがsもoichiome七ric
 に生成された。(8)以上の結果から,CD38にはNAD+を基質としてNicotinamideとcADPRを
 生成するADP-ribosylcyclaseの活性と,cADPRをADPRに加水分解するcADPRhydrolase
 の二つの活性を併せ持っており全体としてNADaseの活性となることが明らかとなった。(9)上
 記膜画分のcADPRからADPRを生じる反応は,i～10mMの範囲でATPによって濃度依存的
 に抑制された。同様にして,ATP存在下でNAD+を基質にしてCD38導入COS-7細胞の膜画分
 と反応させると相対的にcADPRの生成量が上昇することが明らかになった。
 星まとめ】
 以上,CD38はADP-ribosylcyclase(合成酵素)活性とcADPRhydrolase(分解酵素)活性
 の二つの活性を併せ持っており,全体としてNAD+からNicotinamideとADPRを生じる
 NADaseの活性となることが明らかとなった。またグルコース刺激を受けた膵β細胞内では,グ
 ルコース代謝(解糖・TCA回路)によって上昇した細胞内ATPが,CD38のcADPR-hydrolase
 の活性を抑制し,相対的にcADPRの生成量を上昇させるものと考えられた。そしてこの
 cADPRは細胞内小胞体からCa3+を動員し,これがインスリン分泌を引き起こすものと考えら
 れた。また同時に今回の研究によって,従来機能が不明とされていたCD38が,細胞内情報伝達
 の鍵を握る重要な酵素である可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膵ランゲルハンス島(ラ島)β細胞の機能はグルコースに応答してインスリンを分泌すること
 である。このグルコース刺激によるインスリン分泌には,グルコース代謝によって生じたATP
 量の上昇と細胞内Ca2+濃度の上昇が関与していることが知られていた。近年Takasawaらによ
 りNAD+から作られるcyciicADP-ribose(cADPR)がラ島小胞体からのCa2+放出を引き起こ
 すこと,また,このcADPRをラ島内へ導入するとインスリン分泌が起こることが示され,グル
 コース刺激によって生じるcADPRがラ島β細胞インスリン分泌のセカンドメッセンジャーであ
 る可能性が考えられるようになった。
 本論文で著者は,哺乳動物のcADPR合成・分解系を明かにするとともに,cADPRを介した
 新しいインスリン分泌調節機構を提示した。
 著者は,アメフラシのcADPR合成酵素とヒトリンパ球表面マーカーと考えられてきたCD38
 の間に,アミノ酸レベルで69%と高い相同性が認められることから,まずヒトインスリノーマ
 からRT-PCR法によってヒトCD38の蛋白コード域の全てを含むcDNAを単離した。次にこの
 ヒトCD38cDNAの発現プラスミドをCOS-7細胞に導入して発現させ,CD38が主に細胞膜画
 分に発現していることをウェスタン法で確認した。この膜画分をNAD+とインキュベートし,
 時間を追って反応産物をHPLCで分析したところNAD+量の減少とcADPRとADPR(ADP-
 ribose)の生成が認められた。cADPR生成量は始めは上昇するがその後は逆に減少し,最終的
 にはNAD+量の減少量とs七〇ichiome七ricにADPR量が増加した。さらにcADPRを基質にして
 膜画分を反応させるとADPRがstoichiometricに生成された。またこの反応は1～10mMの
 ATPによって濃度依存的に抑制された。次にヒトCD38をプローブにして,ラット膵ラ島
 cDNAライブラリーからラットのCD38cDNAを単離してその構造を初めて明らかにした。そ
 の結果ヒトとアメフラシの間で保存されていた10個のシステイン残基がラットでも完全に保存
 されており,これらがこの蛋白の立体構造さらには機能発現に重要であると考えられた。またラッ
 トcDNAをプローブにしてノーザン法を行なったところ,膵ラ島を含む様々な組織で発現が認
 められた。
 以上の結果から著者は,CD38はADP-ribosylcyclase(合成酵素)活性とcADPRhydrolase
 (分解酵素)活性の二つの活性を併せ持っており全体としてNADaseの活性を示すこと。またグ
 ルコース刺激を受けた膵β細胞では代謝によって上昇したATPがCD38のcADPRhydrdase
 活性を抑制し,その結果cADPR量が上昇し,これが細胞内小胞体からCa2+を動員し,インス
 リン分泌を引き起こすという可能性を提示した。
 このように本論文で従来機能が不明とされていたCD38が細胞内情報伝達の鍵を握る重要な酵
 素である可能性が示され,インスリン分泌機構に新しい考え方が提唱された。従って本研究の医
 学・生物学における意義・価値は極めて大である。
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